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基础 研究 
检测 藻类 16SrDNA 特异 性 片段 在 溺死 诊断 中 的 应 用 
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摘要 :目的 建立 藻类 16SrDNA 特 异性 片段 扩 增 方法 ,探讨 其 在 溺死 诊断 中 的 应 用 价值 。 方 法 35 只 实验 兔 随机 分 组 :生前 入 水 
组 (溺死 组 )15 只 , 死 后 人 水 组 (空气 栓塞 致死 后 和 水)15 只 ,对 照 组 (空气 栓塞 死 后 不 作 处 理 )5 只 ;微波 消解 -真空 抽 滤 -电镜 扫描 
法 检测 过 的 20 例 水 中 尸体 肝脏 样本 20 份 ( 硅 菠 阳性 14 份 ,阴性 6 份 )。7 种 已 知 藻 ( 直 链 藻 . 葵 形 菠 . 针 杆 藻 .上 崩 形 藻 ,铜绿 微 宫 
藻 , 小 环 藻 ,小 球 藻 ) 作 为 对 照 。 提 取 组 织 样本 及 藻类 DNA, 扩 增产 物 银 染 显 带 。 结 果 生前 入 水 组 肺 、. 肝 、 肾 检 出 率 分 别 为 
100%,86%,86%; 死 后 人 水 组 肺 肝 、 肾 检 出 率 分 别 为 13%,0%,0%。 对 照 组 肺 、 肝 、 肾 藻类 未 检 出 。 生 前 入 水 组 与 死 后 入水 组 各 
种 脏 器 中 藻类 检 出 率 差异 显著 (P<0.05)。20 份 经 微波 消解 -真空 抽 滤 -电镜 扫描 法 检测 的 水 中 尸体 肝脏 样本 中 ,使 用 本 方法 15 
份 样本 结果 为 阳性 (包括 1 份 硅 藻 阴性 样本 )。7 种 藻类 DNA 扩 增 结果 为 阳性 。 结 论 本 文 所 建立 的 PCR 法 检测 藻类 16SrDNA 
灵敏 度 高 ,可 对 多 种 溺死 藻类 同时 检测 ,有 较 好 的 应 用 前 景 。 
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Abstract: Objective To establish a method for amplifying specific 16S rDNA fragment of algae related with drowning and test 
its value in drowning diagnosis. Methods Thirty-five rabbits were randomly divided into 3 the drowning group (n=15), 
postmortem water immersion group (n=15, subjected to air embolism before seawater immersion), and control group(n=5, with 
air embolism only). Twenty samples of the liver tissues from human corpses found in water were also used, including 14 
diatom-positive and 6 diatom-negative samples identified by microwave digestion-vacuum filtration-automated scanning 
electron microscopy (MD-VF-Auto SEM). Seven known species of algae served as the control algae (Melosira sp, Nitzschia sp, 
Synedra sp, Navicula sp, Microcystis sp, Cyclotella meneghiniana, and Chlorella sp). The total DNA was extracted from the tissues 
and algae to amplify the specific fragment of algae followed by 8% polyacrylamide gelelectrophoresis and sliver-staining. 
Results In the drowning group, algae was detected in the lungs (100%), liver (86%), and kidney (86%); algae was detected in 
the lungs in 2 rabbits in the postmortem group (13% ) and none in the control group. The positivity rates of algae were 
significantly higher in the drowning group than in the postmortem group (P<0.05). Of the 20 tissue samples from human corps 
found in water 15 were found Positive for algae, including sample that had been identified as diatom-negative by 
MD-VF-Auto SEM. All the 7 control algae samples yielded Positive results in PCR. Conclusion The PCR-based method has a 
high sensitivity in algae detection for drowning diagnosis and allows simultaneous detection of multiple algae species related 
with drowning. 

Key words: forensic pathology; drowning; 16S TDNA; algae 


水 中 尸体 的 溺死 诊断 是 法 医 工 作者 常见 的 难题 。 。 藻 检 验 的 特异 性 及 硅 藻 检 出 率 ， 如 对 奎 洛 进 行 定 量 与 定 
目前 ,国内 外 对 渴 死 诊断 方法 主要 靠 尸 体 解 剖 和 硅 藻 检 “性 检测 还 有 助 于 推断 溺死 地 点 。 但 该 方法 在 强酸 消 
验 等 综合 分 析 “"。 硅 藻 检 验方 法 中 传统 强酸 消化 法 应 ”化 微波 消解 的 过 程 中 破坏 了 蓝藻 ` 绿 菠 等 与 滑 死 相关 
用 最 为 普遍 ， 但 其 易 污染 \ 硅 洛 回 收 率 低 5。 本 课题 组 前 ”的 藻类 。 有 报道 称 绿 藻 ”蓝藻 "等 藻类 也 存在 与 滑 死 
期 建立 的 微波 消解 -真空 抽 滤 -电镜 扫描 法 大 大 提高 了 硅 ”尸体 脏 器 中 。 为 给 溺死 诊断 提供 快速 .灵敏 的 新 方法 ， 
近年 来 一 些 法 医学 者 报道 使 用 PCR 技术 检测 藻类 特异 
lo i (2014GABJC020) 人 
全 哨 , 硕 士 研究生,E_mail me 16SIDNA 片 段 特异 性 引物 诊断 溺死 , 余 政 梁 "等 人 使 用 
通信 作者 :工大 君 ,博士 ,教授 ,博士 生 导 师 ,E-mail: hjwang711@gmail. 检测 硅 藻 的 SSU 基 因 特 异 性 引物 来 诊断 溺死 。 
com 目前 ,使 用 PCR 技术 检测 洛 类 DNA 特异 性 片段 相 
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关 报 道 大 多 使 用 针对 一 种 门类 的 灌 类 特异 性 引物 来 诊 
断 溺死 ,不 能 同时 扩 增 其 它 与 涡 死 相关 江 类 (如 硅 灌 、 蓝 
江 \ 绿 江 等 )。 为 能 同步 检测 多 种 随 涡 液 进入 体循环 的 
溺死 相关 藻类 ,本 研究 使 用 针对 蓝藻 、 硅 洛 绿 党 等 多 种 
藻类 特异 性 引物 , 扩 增 藻类 16SrIDNA 特 异性 片段 ,来 检 
测 溺死 动物 与 水 中 尸体 脏 需 样本 中 藻类 16SrTDNA 特 异 
性 基因 片段 , 旨 在 为 滑 死 诊断 提供 新 方法 。 


1 材料 与 方法 
1.1 仪器 与 试剂 

PCR 扩 增 仪 9700( 美 国 AB),PowerPac" 电 泳 仪 电 
源 (美国 Bio-Rad) , Mini-Protean@ 开 电 泳 槽 ( 美 
Bio-Rad) ,3130 毛细 管 电泳 仪 (美国 AB) ,恒温 混 匀 仪 
(珠海 博 迈 杰 生 物 科 技 有 限 公 司 )。 

三 凑 甲 基 毛 基 甲 烷 (Promega) ,硼酸 (Promega ) ， 
20 mg/mL 蛋白酶 K(Qiagen) ,2xPremix Tap (Takara) ， 
37% 甲 醛 溶液 LAR ,广州 化 学 试剂 厂 ) ,甲醇 (AR ,广州 化 
学 试剂 厂 ) ,无 水 碳酸 钠 (AR, 广 州 化 学 试剂 厂 ) ,硝酸 银 
(AR, 美 国 SIGMA), 丙 烯 酰胺 (美国 SIGMA),N,N- 亚 
甲 基 丙 烯 酰胺 (美国 SIGMA) ,过 硫酸 匀 ( 美 国 Amresco )， 
TEMED( 美 国 Amresco),LIZ500( 美 国 AB) , 甲 酰胺 ( 美 
AB )。 

30% 丙 烯 酰胺 (29:1) .10% 过 硫酸 铵 .53xTBE 在 制 
胶 前 配制 。 无 菌 钞 及 眼科 前 等 器 具 使 用 前 严格 消毒 。 
1.2 实验 动物 分 组 及 模型 制作 

实验 动物 分 组 35 只 大 白 免 由 广东 省 动物 实验 中 心 
提供 ,雌雄 不 限 ,体质 量 2.4~3.4 kg, 随 机 分 成 3 组 :生前 
入 水 组 (n=15)\ 死 后 入 水 组 (n=15) 和 对 照 组 (n=5)。 

模型 制作 在 南沙 虎门 大 桥 处 ,将 生前 入 水 组 实验 
免 置 笼 中 , 沉 和 海水 下 0.5 m 5 s 后 提出 水 面 10 s, 再 重 
新 沉 入 相同 海水 深 处 ,重复 上 述 步 又 直至 实验 免 溺 死 ， 
死 后 在 水 下 0.5 m 处 浸泡 24 h; 死 后 人 水 组 采用 空气 栓 
塞 法 处 死 后 , 置 于 相同 水 深 浸泡 24 h 后 取出 ;对 照 组 采 
用 空气 栓塞 法 处 死 后 不 做 任何 处 理 。 

样本 收集 :(1) 取 溺死 地 点 水 样 500 mL ,实验 免 肺 
脏 、 肝 脏 、 肾 脏 各 3 g,-40 % 冰 箱 保存 ;(2) 微 波 消解 - 真 
空 抽 滤 -电镜 扫描 检测 过 的 20 例 水 中 尸体 的 肝脏 样本 
20 份 由 广州 市 刑事 科学 技术 人 研究 所 提供 (每 例 水 中 尸体 
采集 1 份 肝脏 样本 , 共 20 份 肝脏 样本 ,其 中 14 份 硅 省 阳 
性 )(3) 硅 藻 ( 直 链 藻 、 萎 形 藻 、 针 杆 藻 、 舟 形 汇 、 小 环 藻 ) 
由 中 国 科 学 院 水 生生 物 研究 所 提供 , 蓝 沪 ( 铜 绿 微 盐 
藻 ).\ 绿 汇 (小 球 藻 ) 等 藻类 由 暨南 大 学 赤潮 与 水 生生 物 
学 研究 中 心 提供 。 白 色 念 珠 菌 (真菌 ) , 肉 毒 检 状 芽孢 杆 
菌 (细菌 ) 由 广州 市 微生物 研究 所 提供 。 

1.3 藻类 ,细菌 及 真菌 DNA 提 取 
水 样 2 mL,12 000 r/min 离心 15 min, 去 上 清 ;组 织 


样本 约 500 mg 剪 碎 加 入 PowerBead Tubes 中 ,同时 加 
入 10 kL PK(20 mg/mL) ,恒温 混 匀 仪 56 % ,2 h。 
95 %C ,8 min”"。 使 用 PowerSoil™ DNA Isolation Kit 试 
剂 盒 提取 组 织 中 藻类 ,7 种 已 知 藻 类 ,细菌 及 真菌 DNA™。 
1.4 PCR 扩 增 

使 用 文献 ”报道 的 引物 扩 增 藻类 16SrDNA 特异 性 
片段 ,引物 对 序列 如 下 :359F:5'-GGGGAATCTTCC 
GCAATGGG-3; 781R (a) : 5-GACTACAGGGGTATC 
TAATCCCATT-3', 781R (b) : 5-GACTACAGGGGTAT 
CTAATCCCTTT-3'。 正 癌 引 物 5° 端 添加 FAM 严 光 , 由 
上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。 

PCR 扩 增 总 体系 为 25 hL, 内 含 12.5 pL Premix 
Tap, 上 下 游 引物 各 1 nL(10 umol/L, 下 游 引物 即 781R 
(a) 与 781R(b) 等 浓度 ,体积 混合 ),9.5 kL 无 离子 水 ,1 pL 
DNA 模 板 。PCR 热 循环 参数 :94 % 5 min;94 %C 30 s， 
60 30s,72 40s, 共 35 个 循环 ;最 后 72 ,延伸 10 min。 
1.5 PCR 产物 检测 

5 kL 扩 增 产物 经 8% 聚 丙烯 酰胺 洲 胶 (C=3%) 电 泳 
后 银 染 显 带 。 本 实验 中 使 用 毛细 管 电泳 (CE) 技 术 测量 
7 种 藻类 DNA 经 PCR 扩 增 后 的 产物 大 小 。LIZ500 内 标 
0.3 nL,9 kL 甲 酰胺 ,1 uL PCR 产物 混合 后 作为 毛细 管 
电泳 上 样 样品 。 

1.6 产物 测序 

随机 选取 溺死 组 实验 兔 肝脏 阳性 样本 本 方法 检测 
水 中 尸体 肝脏 ( 硅 菠 检测 阳性 ) 阳 性 样本 各 2 份 及 硅 菠 
阴性 本 方法 检测 阳性 的 样本 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 
服务 有 限 公 司 测序 。 结 果 与 NCBI 数 据 库 (http://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 比 对 。 

1.7 统计 学 分 析 

采用 SPSS 13.0 统 计 软 件 进行 统计 分 析 。 组 间 率 

的 比较 用 ?检验 ,P<0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 7 种 藻类 PCR 产物 电泳 见 图 1 

使 用 本 文 引物 扩 增 7 种 藻类 DNA 后 ,PCR 产物 经 
PAGE 电泳 银 染 显示 结果 为 阳性 日 产物 片断 大 小 相似 ， 
约 420 bp( 毛 细 管 电泳 结果 )。 


bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 


500 

0 一 | ay 

图 1 7 种 藻类 PCR 产物 银 染 电泳 图 

Fig.1 Electrophoresis of the PCR product of 7 species of algae 
with sliver staining. Lane 1: DL1000 Maker; Lanes 2-8: 
Microcystis, Melosira varians, Nitzschia sp, Synedra sp, Navicula 
sp, Chlorella, and Cyclotella meneghiniana, respectively. Lane 9: 
Blank control. 
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2.2 引物 特异 性 验证 bp 3 4 5 6 7 8 9 
本 文 引物 扩 增 人 基因 组 、 免 基 因 组 真菌 基因 组 \ 细 。 500 | 
菌 基因 组 电泳 银 染 结果 为 阴性 ,显示 本 文 所 用 引物 针对 i 


溺死 相关 藻类 基因 组 具有 较 好 的 特异 性 (图 2)。 


2 3 4 5 6 和 
bp — 
S00 


400 中 和 


2 引物 对 人 、 实 验 兔 、 真 菌 、 细 菌 基 因 组 特异 性 验证 

Fig.2 Verification of primer specificity for human, rabbit, 
fungus and bacteria genes. Lane 1: DL1000 Maker; Lanes 2-6: 
Positive control (Microcystis), human gene, rabbit gene, 
Monilia albica, and Clostridium acetobutylicum; Lane 7: Blank 
control. 


2.3 生前 入 水 组 及 各 组 实验 免 脏 器 中 汇 类 PCR 扩 增 
结果 


生前 入 水 组 (n=15)、 死 后 人 水 组 (n=15) 和 对 照 组 
(n=5) 肺 \ 肝 、 肾 的 检 材 中 提取 的 藻类 DNA 在 相同 条 件 
下 经 本 文 引物 PCR 扩 增 , 银 染 显 带 , 渠 类 16SIDNA 检 出 
率 结果 见 表 1。 经 x 检验 ,生前 入 水 组 与 死 后 人 水 组 各 
种 脏 器 间 阳 性 率 具 有 统计 学 差异 (P<0.05, 图 3, 表 1)。 


bp | 2 3 4 5 6 J 


500 [6 


400 wg 
一 一 一 


图 3 生前 入 水 组 兔 脏 器 及 水 样 PCR 产物 银 染 图 

Fig.3 Sliver staining of the PCR product of drowning rabbit 
organs and water sample. Lane 1: DL1000 Maker Lane 2: 
Positive control (Microcystis); Lane 3: Blank control; Lanes 
4-7: Kidney liver, lung, and water sample of the drowning 
site, respectively. 


表 1 各 组 实验 免 不 同 组 织 器 官 检 出 例 数 及 阳性 率 
Tab.1 Detection rate of algae in different organs of the rabbits [n 


(%)] 


The detection rate( %) 


Group 
Lung Kidney Liver 


Drowning group(n=15) 15(100) 13(86) 13(86) 
Postmortem submission group (n=15)* 2(13) 0(0) 0(0) 
Control group (n=5) 0(0) 0(0) 0(0) 


*P<0.05 vs drowning group. 


2.4 PCR 法 检测 20 份 经 MD-VF-Auto SEM 检测 过 的 
水 中 尸体 肝脏 样本 结果 

20 份 样本 中 19 份 样本 两 种 方法 检测 结果 一 致 ( 表 
2)。6 份 样本 MD-VF-Auto SEM 法 检测 硅 藻 结果 为 阴 
性 中 ,1 份 肝 脏 样 本 硅 汇 阴性 本 方法 为 阳性 (图 4)。 
2.5 产物 测序 比 对 结果 

溺死 组 实验 兔 2 份 肝脏 阳性 样本 测序 序列 比 对 结 


图 4 6 份 水 中 尸体 硅 藻 阴 性 样本 PCR 产物 银 染 电泳 图 

Fig.4 Sliver staining of the PCR product of 6 diatom-negative 
samples from human corpses found in water. Lane 1: DL1000 
Maker; Lane 2: Positive control (Microcystis); Lane 3: Blank 
control; Lanes 4-9: 6 diatom-negative samples. 


果 :1 份 与 蓝藻 同 源 性 较 高 (铜绿 微 害 藻 , 同 源 性 99% )。 
1 份 与 硅 藻 同 源 性 较 高 ( 直 链 藻 , 同 源 性 99%)。2 份 水 
中 尸体 肝脏 样本 测序 序列 比 对 结果 与 硅 菠 同 源 性 较 高 
( 直 链 藻 , 同 源 性 为 99% ) 。1 份 水 中 尸体 肝脏 样本 
MD-VF-Auto SEM 法 检测 硅 藻 为 阴性 本 方法 为 阳性 的 
样本 中 汇 类 与 蓝藻 同 源 性 较 高 (铜绿 微 喜 藻 , 同 源 性 
99%), 


表 2 PCR 法 与 MD-VF-Auto SEM 法 检测 水 中 尸体 脏 器 样本 藻 
类 检测 结果 

Tab.2 Results of PCR and MD-VF-Auto SEM methods for algae 
detection in the 20 samples from human corpses found in water 


Sample number MD-VF-Auto SEM PCR method 
1 + + 
2 
3 + + 
4 + + 
5 
6 + 十 
7 + + 
8 
9 + 十 
10 十 十 
1 + + 
12 
13 + + 
14 
15 十 二 
16 + + 
何 吉 汪 
18 + 
19 + + 
20 + + 


+: Positive; -: Negative. 


3 讨论 

本 文 引物 为 文献 报道 针对 在 水 环境 中 存在 广泛 的 
蓝藻 . 硅 藻 等 藻类 同时 不 能 扩 增 出 细菌 及 古 生 菌 等 菌 类 
的 16SIDNA 特 异性 片段 中 V3,V4 区 引物 ,用 于 对 漂 类 
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进行 分 类 及 系统 发 育 关系 研究 ”。 但 目前 普遍 认为 
16SIDNA 是 功能 与 结构 上 一 保守 基因 ,有 了 时 不 能 充分 
区 分 一 些 物种 序列 之 间 的 差异 性 中 。 此 外 ,16SrDNA 
还 用 于 调查 自然 环境 中 藻类 的 存在 以 及 其 丰富 度 。 
本 对 引物 除 能 扩 增 出 蓝藻 \ 硅 藻 外 ,我 们 研究 发 现 此 对 
引物 还 可 扩 增 绿 藻 等 溺死 相关 藻类 。 上 述 藻 类 在 水 环 
境 如 江河 ,溪流 ,湖泊 和 海洋 中 分 布 极为 普遍 ""。 已 有 
报道 证 实 这 些 藻 类 存在 溺死 人 体 脏 器 中 中。 因此 ,使 
用 此 对 引物 可 检测 水 中 成 体 脏 器 中 上 述 藻 类 存在 进而 
作为 溺死 诊断 的 手段 。 

本 人 研究 在 动物 实验 中 ,生前 入 水 组 实验 兔 肺 脏 阳 性 
率 100%, 肝 脏 、 肾 脏 阳 性 率 分 别 为 86%、86%, 有 具有 较 高 
的 阳性 率 。 死 后 入 水 组 仅 2 例 实验 免 肺 脏 中 发 现 藻 类 
的 存在 ,可 能 与 水 的 压力 作用 使 得 水 中 藻类 经 呼吸 道 进 
入 肺脏 所 致 ”。 两 组 实验 免 各 器 官 阳 性 率 存 在 显著 差 
异 。 仅 从 图 1、 图 2 看 出 ,本 文 所 用 引物 可 扩 增 出 蓝藻 、 
硅 藻 . 绿 灌 等 与 溺死 相关 藻类 ,同时 引物 扩 增 实验 免 基 
组 与 人 基因 组 ,真菌 (白色 念珠 菌 ) 及 在 腐败 物 中 存在 
的 细菌 ( 肉 毒 检 状 芽 苞 杆菌 ) 基因 组 结果 为 阴性 ,样本 
组 织 0.5 g 即 可 满足 实验 需求 ,因此 本 文中 所 用 引物 检 
测 溺死 脏 器 组 织 中 溺死 相关 汇 类 具有 较 高 阳性 率 , 较 好 
的 藻类 特异 性 与 灵敏 度 。 本 文 取材 量 低 于 参考 文献 
所 需 取 材 量 ,理论 上 如 增加 取材 量 , 阳 性 率 可 能 更 高 。 

MD-VF-Auto SEM 法 是 硅 藻 检验 中 一 种 非常 可 靠 
方法 ,具有 较 高 的 硅 薄 回收 率 ,在 溺死 诊断 中 已 发 挥 重 
要 作用 ” ,但 在 强酸 消化 微波 消解 的 过 程 中 破坏 了 一 些 
与 调 死 相关 藻类 如 蓝藻 ` 绿 藻 等 浮游 生物 。 本 文 PCR 
法 对 MD-VF-Auto SEM 法 检测 过 的 6 份 水 中 尸体 肝脏 
硅 攻 结果 为 阴性 的 样本 进行 检测 发 现 ,1 份 样本 使 用 本 
方法 检测 结果 为 阳性 。 本 文 PCR 法 扩 增 该 份 样本 中 洛 
类 16STDNA 特 异性 片段 产物 序列 比 对 结果 显示 与 蓝藻 
(铜绿 微 宫 菠 ) 同 源 性 较 高 , 达 99% 。 因 此 ,在 MD- 
VF-Auto SEM 法 检测 水 中 尸体 脏 需 硅 藻 为 阴性 时 , 检 
测 其 它 遍 死相 关 藻 类 如 蓝藻 等 浮游 生物 存在 来 推断 高 
死 是 必要 的 。 

结果 显示 ,本 文 引物 克服 了 以 往 有 关 PCR 扩 增 藻 
类 用 于 诊断 溺死 的 报道 大 多 针对 单一 藻类 特异 性 引物 
来 检测 单一 门类 藻类 即 不 能 同时 检测 其 它 与 溺死 相关 
藻类 的 局 限 性 ,即使 用 针对 蓝藻 、 硅 藻 , 绿 藻 等 多 种 藻类 
同 源 性 序列 引物 来 检测 证 死 组 织 样本 中 多 种 溺死 相关 
藻类 具有 较 高 的 阳性 率 ,灵敏度 及 特异 性 ,操作 简便 . 易 
于 推广 ,在 溺死 诊断 中 有 良好 的 应 用 前 景 。 
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